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1. ZUSAMMENFASSUNG 
GM-CSF und M-CSF in Serum und Liquor bei der Alzheimer-Erkrankung 
1.1 Hintergrund und Ziele 
Die Alzheimer-Demenz ist die häufigste Form neurodegenerativer 
Erkrankungen im Alter. Neben Ablagerungen von Aβ-Peptiden und 
hyperphosphoryliertem Tau scheint die Neuroinflammation bereits frühzeitig 
ein wesentlicher Bestandteil in der Pathogenese der Alzheimer-Demenz zu 
sein. In ersten, noch kontroversen Studien wird hierbei eine Beteiligung 
koloniestimulierender Faktoren im Rahmen der Proliferation, Differenzierung 
und Transmigration von Stammzellen und Mikroglia diskutiert. Das Ziel der 
vorliegenden Studie war es, die Konzentrationen der koloniestimulierenden 
Faktoren GM-CSF und M-CSF im Serum und Liquor von Patienten mit 
Alzheimer-Pathologie (AD und LKS-AD) und ohne Alzheimer-Pathologie (LKS-
nonAD und nonD) zu vergleichen und den etablierten Liquor-
Demenzbiomarkern Aβ-Peptiden und Tau-Protein gegenüber zu stellen. 
 
1.2 Methoden 
In die Studie wurden Patienten aufgenommen, die sich zur Demenzabklärung in 
der Psychiatrischen und Psychotherapeutischen Klinik des Universitätsklinikums 
Erlangen-Nürnberg befanden. Es erfolgte eine Blutabnahme (Leukozytenzahl, 
CRP, Albuminquotient, GM-CSF, M-CSF) sowie eine Liquorpunktion mit 
Bestimmung der etablierten Demenzbiomarker (Aβ1-40, Aβ1-42, Aβ-ratio, Gesamt-
Tau und pTau) sowie GM-CSF und M-CSF. Die Messung von GM-CSF im Liquor 
und Serum erfolgte mittels MILLIPLEX MAP High Sensitivity Immunoassay und 
von M-CSF in Liquor und Serum mittels R&D Systems Duo-Set Immunoassay. Für 
die Zuordnung der Patienten wurden die aktuellen Forschungskriterien zur 
Alzheimer-Erkrankung mit ihrer besonderen Betonung der Demenzbiomarker zur 
Definition der Amyloidopathie (Aβ) und der Neurodegeneration (Tau) zugrunde 
gelegt. Das Kollektiv wurde in vier Gruppen unterteilt: 10 Patienten mit 
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Alzheimer-Demenz (AD), 9 Patienten mit leichter kognitiver Störung mit 
Alzheimer-Pathologie im Liquor-Demenzlabor (LKS-AD), 10 Patienten mit leichter 
kognitiver Störung ohne Alzheimer-Pathologie im Demenzlabor (LKS-nonAD) 
sowie 9 Patienten in der Kontrollgruppe ohne neurodegenerative Erkrankung 
(nonD). 
 
1.3 Ergebnisse und Beobachtungen 
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergab sich eine signifikante Reduktion des 
Serum-GM-CSF in der Gruppe AD und LKS-AD gegenüber der Kontrollgruppe 
nonD. Das Serum-M-CSF der Gruppe AD war in der dichotomen Auswertung 
gegenüber der Gruppe nonD signifikant erniedrigt ‒ bei Messwerten nahe bzw. 
unterhalb der unteren Nachweisgrenze. Im Liquor bestand lediglich ein Trend zu 
einer Reduktion von GM-CSF in den Gruppen AD verglichen mit den Gruppen 
LKS-AD, LKS-nonAD und nonD, ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. In der 
Messung von M-CSF im Liquor zeigte sich nahezu kein Unterschied zwischen AD, 
den LKS-Gruppen und nonD. In der Korrelation mit den bereits etablierten 
Liquor-Demenzbiomarkern (Aβ1-42 und pTau) lag ein Trend zu einem negativen 
linearen Zusammenhang zwischen erhöhtem pTau und reduziertem Serum-GM-
CSF sowie einem positiven linearen Zusammenhang zwischen reduziertem Aβ1-42 
und reduziertem Serum-GM-CSF vor, ohne Signifikanz zu erreichen. 
 
1.4 Praktische Schlussfolgerungen 
Der Nachweis von reduzierten koloniestimulierenden Faktoren insbesondere im 
Serum deutet auf ein Mitwirken in immunologischen Vorgängen der Alzheimer-
Demenz hin, wobei hier ein Zusammenhang zwischen der Reduktion von 
koloniestimulierenden Faktoren und reduzierten hämatopoetischen Stamm-
zellen bestehen könnte. Bei mangelnder Trennschärfe zwischen den einzelnen 
Gruppen scheint das Potential von koloniestimulierenden Faktoren als 
peripherer Biomarker der Alzheimer-Erkrankung jedoch eher begrenzt zu sein.  
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2. SUMMARY 
GM-CSF and M-CSF in serum and cerebrospinal fluid in Alzheimer`s disease 
2.1 Background and aims 
Alzheimer`s disease is the most frequent neurodegenerative disease in old age. 
In addition to accumulation of Aβ-peptide and hyperphosphorylated tau, 
neuroinflammation seems to play an essential role in an early stage of the 
pathogenesis of Alzheimer`s disease. In this context a participation of colony 
stimulation factors in the proliferation, differentiation and transmigration of 
stem cells and microglia is discussed in first, but still controversial studies. The 
aim of this study was to compare the concentrations of the colony stimulating 
factors GM-CSF and M-CSF in serum and cerebrospinal fluid of patients with 
Alzheimer-pathology (AD and LKS-AD) and without Alzheimer-pathology (LKS-
nonAD and nonD) and to oppose them to Aβ-peptide and Tau-protein, the 
established cerebrospinal fluid biomarkers in Alzheimer`s disease. 
 
2.2 Methods 
Patients, who were at the Psychiatry and Psychotherapy of the University 
Erlangen-Nürnberg for diagnostic assessment of cognitive deficits, were included 
in this study. They underwent a blood examination (leucocytes, inflammation 
marker, albumin quotient, GM-CSF, M-CSF) and a cerebrospinal fluid puncture 
with assessment of the established cerebrospinal fluid biomarkers in Alzheimer`s 
disease (Aβ1-40 , Aβ1-42, Aβ-ratio, Tau and pTau) as well as GM-CSF and M-CSF. The 
measurement of GM-CSF in cerebrospinal fluid and serum has been carried out 
using MILLIPLEX MAP High Sensitivity Immunoassay and of M-CSF in 
cerebrospinal fluid and serum using R&D Systems Duo-Set Immunoassay. The 
classification of the patients was based on the newest research criteria of 
Alzheimer`s disease, which emphasize the established cerebrospinal fluid 
biomarkers in Alzheimer`s disease defining amyloidopathy (Aβ) and 
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neurodegeneration (tau). The sample was divided into four groups: 10 patients 
with Alzheimer`s disease (AD), 9 patients with mild cognitive impairment with 
Alzheimer`s pathology in the analysis of the established cerebrospinal fluid 
biomarkers (LKS-AD), 10 patients with mild cognitive impairment without 
Alzheimer`s pathology in cerebrospinal fluid (LKS-nonAD) and 9 controls without 
neurodegenerative disease (nonD).  
 
2.3 Results 
The results of this study showed a significant reduction of GM-CSF in serum in 
the group AD and LKS-AD compared to the controls nonD. M-CSF levels in serum 
of the group AD were significantly reduced in the dichotomous analysis 
compared to controls nonD ‒ at measurements near and underneath the 
detection limit. In cerebrospinal fluid it only consists a trend of a reduction of 
GM-CSF in the group AD compared to the groups LKS-AD, LKS-nonAD and nonD, 
without reaching the level of significance. The measurement of M-CSF in 
cerebrospinal fluid showed nearly no difference between AD, the groups of LKS 
and nonD. In the correlation with the established cerebrospinal fluid biomarkers 
in Alzheimer`s disease (Aβ1-42 and pTau) a trend to a negative linear correlation 
between increased pTau and decreased GM-CSF in serum was available as well 
as a trend to a positive linear correlation between decreased Aβ1-42 and 
decreased GM-CSF in serum, without reaching significance. 
 
2.4 Conclusion 
The measurement of reduced colony stimulating factors especially in serum 
indicates a participation in immunological processes of Alzheimer`s disease, in 
which a connection between the reduction of colony stimulating factors and 
reduced hematopoietic stem cells could exist. However, the ability of colony 
stimulating factors as peripheral biomarker of the Alzheimer`s disease seems to 
be limited because of the deficient selectivity between the single groups.  
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3. EINLEITUNG       
3.1 Epidemiologie der Alzheimer-Demenz   
Die Alzheimer-Demenz ist die häufigste Form dementieller Erkrankungen im 
Alter (Alzheimer`s Association, 2014). Die Zahl der in Deutschland an schwerer 
oder moderater Alzheimer-Demenz Erkrankten lag 2007 bei etwa 1,07 Millionen 
(Ziegler und Doblhammer, 2009). Die Erkrankungsfälle nehmen mit dem Alter zu 
(Alzheimer`s Association, 2014). Die Prävalenz von 0,6%-0,7% im Alter von 60-64 
Jahren steigt auf 30%-43% im Alter von 100 Jahren an (Ziegler und Doblhammer, 
2009). Die häufigste Form der Alzheimer-Demenz ist sporadisch, es gibt aber 
familiäre Häufungen und eine noch geringere Anzahl ist monogenetisch bedingt 
(Bekris et al., 2010). Die Alzheimer-Demenz wird auf Grund des demo-
graphischen Wandels in der westlichen Welt in den nächsten Generationen eine 
noch bedeutendere Rolle spielen, speziell in Hinblick auf die Behandlungskosten 
sowie die Versorgung und Betreuung der Patienten (Alzheimer`s Association, 
2014, Brodaty et al., 2011, Cotter, 2007). 
 
3.2 Symptome und Diagnostik der Alzheimer-Demenz 
Es müssen nach den ICD-Kriterien über mindestens 6 Monate eine „Abnahme 
des Gedächtnisses und des Denkvermögen mit Beeinträchtigung der Aktivitäten 
des täglichen Lebens“ bestehen, wobei typischerweise „Aufnahme, Speichern 
und Wiedergabe neuer Information“ betroffen sind (Dilling et al., 2013). Im 
Gegensatz zur Alzheimer-Demenz liegt bei der leichten kognitiven Störung kein 
Defizit in den Alltagsfunktionen vor und die Ausprägung ist insgesamt geringer. 
Zur Quantifizierung der Gedächtnisleistung stehen sowohl tiefer greifende 
neuropsychologische Testungen als auch kognitive Kurztests zur Verfügung 
(Albert et al., 2011, McKhann et al., 2011). In einer neuropsychologischen 
Testung (z.B. CERAD-Testbatterie), bestehend u.a. aus dem Kurztest „Mini-
Mental-Status-Test“ (MMST) sowie Tests zu Wortflüssigkeit, Lernen, Wieder-
geben und Wiedererkennen einer Wortliste, können kognitive Funktionen 
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differenziert abgefragt werden, was wichtig für die Differentialdiagnostik zu 
anderen Demenzen ist (Katsumata et al., 2015, Morris et al., 1989; vgl. Tab. 1). 
Der Mini-Mental-Status-Test alleine ist dagegen nicht spezifisch für bestimmte 
Demenzarten. Er ist jedoch ein wichtiger Parameter für die Verlaufskontrolle 
(Lancu und Olmer, 2006). 
Bildgebende Verfahren wie Magnetresonanztomografie, SPECT, EEG und 
Dopplersonografie gelten in den Leitlinien v.a. für die Ausschlussdiagnostik als 
obligatorisch (Albert et al., 2011, McKhann et al., 2011). Es können hierdurch 
auch strukturelle Veränderungen in der Hippocampusregion gezeigt werden (vgl. 
Tab. 1). 
In den neuesten Forschungskriterien wird die Liquorpunktion in der Diagnostik 
der Alzheimer-Demenz klar empfohlen (Albert et al., 2011, McKhann et al., 
2011). Die Demenzbiomarker Aβ1-42 und Aβ-Ratio als Zeichen der Amyloidopathie 
liegen dann typischerweise reduziert und Tau-Protein und pTau181-Protein als 
Zeichen der Neurodegeneration erhöht vor (Humpel, 2011, De Meyer et al., 
2010, Perl, 2010, Teunissen et al., 2010, Fagan et al., 2006; vgl. Tab. 1). 
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Untersuchungs-
methode 
Alzheimer-Demenz-typischer Befund 
Neuropsychologische 
Testung  
 
 
 
 
 
Amnestische Variante (häufigste Form): Defizit der 
episodischen Gedächtnisfunktionen, zusätzlich sollte ein 
Defizit in einer weiteren Domäne bestehen: 
• Verstehen und Durchführung komplexer 
Aufgaben, Urteilsfähigkeit 
• Räumlich-visuelle Funktionen 
• Sprachfunktionen 
• Veränderungen im Verhalten 
(„Persönlichkeitsveränderungen“) 
Liquor-
Demenzdiagnostik 
Aβ1-42 ↓, Aβ-Ratio↓, Tau ↑, pTau↑ 
cMRT Temporal betonte, globale Hirnatrophie 
SPECT Parieto-temporale Minderperfusion 
Dopplersonografie Normalbefund  
EEG Normalbefund oder unspezifische Veränderungen 
  
Tabelle 1: Untersuchungsmethoden in der Demenzdiagnostik mit den jeweiligen 
Alzheimer-Demenz-typischen Befunden (Albert et al., 2011, McKhann et al., 
2011).  
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3.3 Erstbeschreibung und zentrale Ätiologie der Alzheimer-Demenz 
Anhand der Neuropathologie beschrieb bereits der deutsche Psychiater und 
Neuropathologe Alois Alzheimer im Jahr 1907 in der Allgemeinen Zeitschrift für 
Psychiatrie und Psychisch-Gerichtliche Medizin „eine eigenartige Erkrankung der 
Hirnrinde“ (Alzheimer, 1907 zitiert nach Maurer et al., 1993). „Über die ganze 
Rinde zerstreut [...] findet man miliare Herdchen, welche durch Einlagerung eines 
eigenartigen Stoffes in die Hirnrinde bedingt sind“ (Alzheimer, 1907 zitiert nach 
Maurer et al., 1993). Zusätzlich „zeigen sich dann viele nebeneinander 
verlaufende Fibrillen, [die] allmählich an die Oberfläche der Zelle [treten]. 
Schließlich zerfällt der Kern und die Zelle [...]“ (Alzheimer, 1907 zitiert nach 
Maurer et al., 1993). Zudem war eine neuroinflammatorische Beteiligung der 
"Gliazellen [mit] große[n] Fettsäcke[n]“ sichtbar (Alzheimer, 1907 zitiert nach 
Maurer et al., 1993). Diese Beschreibung der Alzheimer-Demenz als 
neurodegenerative Erkrankung des Gehirncortex mit ‒ wie man heute weiß ‒ 
Ablagerungen von β-Amyloid-Plaque, cytoplasmatischer Neurofibrillen aus Tau-
Proteinen sowie neuro-inflammatorischer Beteiligung war für die Diagnose 
Alzheimer-Demenz wegweisend (Vishal et al., 2011). β-Amyloid-Peptide und Tau-
Proteine können heute durch die Liquor-Demenzdiagnostik bestimmt werden, 
wohingegen für die Beurteilung der Neuroinflammation noch keine klinisch 
nutzbaren Biomarker zur Verfügung stehen. 
Plaque aus abgelagerten Aβ-Peptiden treten sehr früh im Krankheitsverlauf auf 
und können sogar schon in der „präklinischen Phase“ als „asymptomatische 
Amyloidopathie“ nachgewiesen werden (Sperling et al., 2011, Mosconi et al., 
2010, Jack et al., 2010; vgl. Abb. 1). Die Alzheimer-Demenz verläuft daher 
zunächst über Jahrzehnte stumm (Sperling et al., 2011, Jack et al., 2010). Nach 
schleichendem Beginn in Form einer leichten kognitiven Störung bilden sich die 
Krankheitssymptome dann über Jahre progredient aus bis die Alzheimer-Demenz 
voll ausgeprägt ist (Sperling et al., 2011, Jack et al., 2010). Die Latenzzeit 
zwischen ersten histologisch fassbaren Veränderungen im Hirngewebe bis hin zu 
ersten klinischen Zeichen in Form von kognitiven Defiziten beträgt hierbei etwa 
10-20 Jahre (Amieva et al., 2008). β-Amyloidplaque ist ein Produkt aus dem 
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Abbau des „Amyloid Vorläufer-Proteins“ (Amyloid Precursor Protein, APP), einem 
integralen Transmembran-Protein (Xu et al., 2016, Marolda et al., 2012). APP ist 
ein ubiquitäres Protein, wird aber besonders stark in Neuronen exprimiert und 
wirkt auf die Synaptogenese (Priller et al., 2006). APP wird über zwei Wege 
abgebaut, über den „amyloiden Weg“ durch die β- und γ-Sekretase zu Aβ-
Peptiden und den „nicht-amyloiden Weg“ durch die α-Sekretase zu 
„sezerniertem APPα“ (sAPP), einem neuroprotektiven Protein (Schedin-Weiss et 
al., 2016, Ben Halima et al., 2016, Marolda et al., 2012).   
Durch den amyloiden Abbauweg entstehen verschiedene Aβ-Peptide. Das 
häufigste ist Aβ1-40, das am stärksten zur Aggregation neigende Aβ1-42, weshalb 
diese beiden Parameter im Liquor bestimmt werden (Qiu et al., 2015, Götz et al., 
2011). Eine verlässlichere Aussage wird durch die Aβ-Ratio (Aβ1-42/Aβ1-40-
Amyloid-Ratio) erzielt (Lewczuk et al., 2006). Im Liquor vom Alzheimer-Demenz-
Patienten sind Aβ-Ratio und Aβ1-42, vermutlich aufgrund seiner Ablagerung im 
Hirngewebe, erniedrigt (Lewczuk et al., 2006, Andreasen et al., 2001).  
Tau-Proteine sind Mikrotubuli-assoziierte, das Cytoskelett stabilisierende 
Proteine und liegen bei der Alzheimer-Demenz vermehrt phosphoryliert vor 
(Perl, 2010, Lee et al., 1991). Es gibt pathologische ‒ auch als 
hyperphosphoryliert bezeichnet ‒ und physiologische Phosphorylierungsstellen 
des Tau-Proteins (Perl, 2010, Lee et al., 1991). Die Hyperphosphorylierung des 
Tau-Proteins bewirkt das Ablösen von den Mikrotubuli und führt zur Instabilität 
des Cytoskeletts (Hampel et al., 2010, Bramblett et al., 1993). Eine typische Stelle 
für Tau-Hyperphosphorylierung bei der Alzheimer-Demenz ist an der Aminosäure 
181 zu finden, weshalb dieses auch pTau181 bezeichnet wird (Hampel et al., 
2010). Aus hyperphosphorylierten Tau-Proteinen bilden sich intrazelluläre 
Neurofibrillen, die sich ablagern und die Neurodegeneration widerspiegeln 
(Sperling et al., 2011, Perl, 2010, Lee et al., 1991; vgl. Abb. 1). Im Liquor findet 
man bei der Alzheimer-Demenz eine Erhöhung des pTau (Lewczuk et al., 2004, 
Andreasen et al., 2001). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird hyper-
phosphoryliertes Tau-Protein als pTau bezeichnet. 
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Präklinische Phasen Kriterien 
Phase 1: 
Asymptomatische 
Amyloidopathie 
• Aβ 1-42 im Liquor reduziert 
Phase 2: 
Amyloidopathie + 
Neurodegeneration 
• Aβ 1-42 im Liquor reduziert 
• pTau im Liquor erhöht 
• hippocampale Atrophie im MRT 
Phase 3: 
Amyloidopathie + 
Neurodegeneration + 
beginnende Symptomatik 
• Aβ 1-42 im Liquor reduziert 
• pTau im Liquor erhöht 
• hippocampale Atrophie im MRT 
• beginnende Defizite in Gedächtnis  
und Denkvermögen 
Manifestation Kriterien 
LKS-AD: 
Leichte kognitive Störung 
mit Alzheimer-Pathologie 
im Demenzlabor 
• Aβ 1-42 im Liquor reduziert 
• pTau im Liquor erhöht 
• hippocampale Atrophie im MRT 
• zunehmende klinische Symptome 
AD: 
Alzheimer-Demenz 
• Zusätzlich zu LKS-AD:  
Einschränkungen im Alltag 
 
Abbildung 1: Pathogenese der Alzheimer-Demenz AD in Anlehnung an die 
Forschungskriterien für die präklinische Alzheimer-Erkrankung, beginnend mit 
Proteinablagerungen (=Amyloidopathie) ohne Krankheitssymptome (Stufe 1). In 
Stufe 2 liegt neben Proteinablagerungen eine Neurodegeneration vor. In Stufe 3 
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treten zudem erste kognitive Defizite auf. Die leichte kognitive Störung mit 
Alzheimer-Pathologie (LKS-AD) kann in eine Alzheimer-Demenz AD übergehen 
(Sperling et al., 2011). 
 
3.4 Forschungskriterien der Alzheimer-Demenz 
Die Neuropathologie ist zwar seit mehr als 100 Jahren nach wie vor Goldstandard 
in der Diagnosestellung der Alzheimer-Demenz, jedoch nähern sich andere Wege 
dieser immer mehr an. In den letzten Jahren wurde nach verbesserten 
Methoden der Diagnostik gesucht. Anhand der neuesten Forschungskriterien der 
europäischen Arbeitsgruppe IWG (International Working Group) und der 
amerikanischen Arbeitsgruppe NIA-AA (National Institute on Aging and 
Alzheimer's Association) wird die steigende Bedeutung der Liquor-
Demenzbiomarker deutlich (Dubois et al., 2014, Albert et al., 2011, McKhann et 
al., 2011). Hier liegt auch der Unterschied zu der rein syndromalen ICD-
Klassifikation, die für Forschungszwecke nicht ausreichend ist (Dilling et al., 
2013). Die neuen Forschungskriterien definieren erstmals eine präklinische 
Phase, die allein durch das Biomarkerprofil noch vor ersten klinischen 
Symptomen charakterisiert ist (Dubois et al., 2014, Sperling et al., 2011, Albert et 
al., 2011, McKhann et al., 2011, Jack et al., 2010; vgl. Abb. 1). Zudem unterteilen 
die neuen Forschungskriterien die leichte kognitive Störung anhand der Liquor-
Demenzbiomarker in eine LKS ohne Alzheimer-Pathologie (LKS-nonAD) und eine 
LKS mit Alzheimer-Profil (LKS-AD) mit erniedrigtem Aβ1-42 und Aβ-Ratio sowie 
erhöhtem pTau (Dubois et al., 2014, Albert et al., 2011, McKhann et al., 2011, 
Sperling et al., 2011). Bei der LKS-AD gilt ein Übergang in eine Alzheimer-Demenz 
als sehr wahrscheinlich (Sperling et al., 2012, Albert et al., 2011, Sperling et al., 
2011, Jack et al., 2010, Palmer et al., 2010; vgl. Abb. 1). 
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3.5 Immunologische Vorgänge in der Alzheimer-Erkrankung 
Insgesamt kommt man mit Hilfe der Liquor-Parameter der neuropathologischen 
Diagnosestellung bereits recht nahe. Da eine Reihe von Studien die Beteiligung 
systemisch-immunologischer Vorgänge bereits in der frühen Phase der 
Alzheimer-Demenz nahelegen, öffnet sich hier möglicherweise ein zusätzliches 
diagnostisches Fenster (Cuello, 2017, Monson et al., 2014, Zhang et al., 2013, 
Choi et al., 2011, Diniz et al., 2010). 
Wie bereits erwähnt, konnte bereits Alois Alzheimer erste Hinweise bezüglich 
immunologischer Vorgänge in der Neuropathologie der Alzheimer-Demenz 
finden (Alzheimer, 1907 zitiert nach Maurer et al., 1993). Neuere Studien 
bestätigen eine erhöhte lokale Ansammlung von Mikroglia in der Plaque-
Umgebung (Bamberger und Landreth, 2001, Araujo und Cotman, 1992). Es wird 
angenommen, dass die Mikroglia am ehesten eine Änderung der Morphologie 
und Löslichkeit der Aβ-Peptide bewirkt und somit eine Abnahme der 
Akkumulation und Ablagerung der Aβ-Peptide herbeiführt (Ahn et al., 2008, 
Nagele et al., 2004). Jedoch können auch phagozytotische Mechanismen nicht 
ausgeschlossen werden (Smith et al., 2013, Tsay et al., 2013). Ergänzend wird 
eine systemische Komponente zwischen peripheren Monozyten und zentralen 
Mikroglia diskutiert (Gate et al., 2010, Jücker und Heppner, 2008, Simard et al., 
2006).  
In immunologischen Prozessen der Alzheimer-Demenz spielen auch Stammzellen 
im Rahmen der Neuroprotektion und -regeneration eine wichtige Rolle, wobei 
hier u.a. die Differenzierung zu Mikroglia und ein Zusammenspiel zwischen 
Peripherie und ZNS diskutiert werden (Laske et al., 2011, Stellos et al., 2010, Hess 
und Borlongan, 2008, Maler et al., 2006, Mezey et al., 2000, Eglitis und Mezey, 
1997, Dickson et al., 1993, Mattiace et al., 1990). Die in Vorarbeiten gemessene 
Reduktion von hämatopoetischen Stammzellen im Blut von Alzheimer-Patienten 
könnte auf ein insgesamt reduziertes Regenerationspotential in der Alzheimer-
Demenz hindeuten (Stellos et al., 2010, Maler et al., 2006). Für die Aktivierung, 
Differenzierung, Proliferation und Mobilisierung der Stammzellen sind Cytokine 
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von Bedeutung (Hess und Borlongan, 2008, Laske et al., 2008, Kawada et al., 
2006). 
Cytokinen (u.a. Interleukine, TNF-α, TGF-β oder IFN-γ) wird eine wichtige, wenn 
auch noch kontroverse Rolle innerhalb immunologischer Vorgänge in der 
Pathogenese der Alzheimer-Demenz zugeschrieben (Zheng et al., 2016, Rubio-
Perez und Morillas-Ruiz, 2012, Lee et al., 2009, Lindberg et al., 2005, Blasko et 
al., 2000). So scheinen Cytokine sowohl an der Neuroregeneration, u.a. durch 
Unterdrückung von proinflammatorischen Prozessen, als auch an Entzündungs-
prozessen und der Bildung der neurotoxischen Aβ-Peptide im Rahmen der 
Neurodegeneration beteiligt zu sein (Kempuraj et al., 2016, Zheng et al., 2016, 
Rubio-Perez und Morillas-Ruiz, 2012, Lee et al., 2009, Lindberg et al., 2005). Auch 
bei den Cytokinen scheint es, wie bei den Stammzellen, Hinweise auf ein 
Zusammenspiel zwischen ZNS und Peripherie zu geben (Zheng et al., 2016, 
Brosseron et al., 2014, Lee et al., 2009, Hess und Borlongan, 2008, Ozaki et al., 
2007, Kawada et al., 2006, Szczepanik et al., 2001, Singh und Guthikonda, 1997). 
Bei der Liberation von Stammzellen der monozytären Zellreihe haben vor allem 
koloniestimulierende Faktoren eine wichtige Bedeutung (Paschall et al., 2015, Ito 
et al., 2013, Choi et al., 2013). Für die Aktivierung, Differenzierung und 
Proliferation der Stammzellen zu Mikroglia, Monozyten und Makrophagen 
spielen zum einen Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF) und zum 
anderen Granulocyte-macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) eine 
wichtige Rolle, wobei GM-CSF zusätzlich auf Stammzellen neutrophiler und 
eosinophiler Granulozyten wirkt (Hamilton, 2008, Krüger et al., 2007, Fleetwood 
et al., 2005, Schneider et al., 2005, Murphy et al., 2000). Neben der Zellmigration 
von Stammzellen wird unter anderem auch die Förderung der transendothelialen 
Migration von Monozyten und eine proliferationsfördernde sowie morphologisch 
verändernde Wirkung auf Mikroglia diskutiert, wodurch eine Reduktion von Aβ-
Peptiden und somit ein neuroprotektiver Effekt vermutet wird (Becher et al., 
2016, Smith et al., 2013, Gate et al., 2010, Boissonneault et al., 2009, Shang und 
Issekutz, 1999, Murphy et al., 1998, Bober et al., 1995). Zudem wirken 
koloniestimulierende Faktoren positiv auf die Neuro- und Angiogenese, sind anti-
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apoptotisch, fördern als Wachstumsfaktoren den Zellaufbau und besitzen somit 
neuroregenerative Funktion (Kelso et al., 2015, Schäbitz et al., 2007, Buschmann 
et al., 2003, Cho et al., 2003, Hu und Yasui, 1997, Morstyn et al., 1981).  
Zwar gibt es bereits wenige Studien, die sich mit dem Thema der 
koloniestimulierenden Faktoren in der systemischen Pathogenese der Alzheimer-
Demenz beschäftigt haben, diese sind jedoch teilweise widersprüchlich (Britschgi 
et al., 2011, Laske et al., 2010, Ray et al., 2007, Tarkowski et al., 2001). Die 
vorliegende Dissertation ergänzt die bisherigen Studien durch die Gruppen-
einteilung nach den neuesten Forschungskriterien mit Unterteilung der Gruppe 
LKS ‒ LKS mit Alzheimer-Pathologie im Liquor-Demenzlabor (LKS-AD) und LKS 
ohne Alzheimer-Pathologie (LKS-nonAD) (Albert et al., 2011, McKhann et al., 
2011). Durch die Betrachtung der Gruppe LKS-AD waren Aussagen über die frühe 
Erkrankungsphase der Alzheimer-Demenz möglich.  
 
3.6 Zielsetzung 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Konzentration von GM-CSF und M-CSF im 
Serum und Liquor in den Gruppen mit Alzheimer-Pathologie (AD und LKS-AD) mit 
den Gruppen ohne Alzheimer-Pathologie (LKS-nonAD und nonD) zu vergleichen 
und den bereits etablierten Liquor-Demenzbiomarkern gegenüber zu stellen. 
Idealerweise ergeben sich Hinweise auf die Eignung als ergänzende periphere 
Biomarker der Alzheimer-Demenz. Die Ergebnisse sollen zum Verständnis über 
immunologische Vorgänge in der Alzheimer-Demenz, v.a. in der frühen Form der 
AD, beitragen. 
 
 
 
 
- 15 - 
 
4. MATERIAL UND METHODIK 
4.1 Patientenkollektiv und Anamnesebogen 
Die Studie orientierte sich an den Vorgaben der Deklaration von Helsinki (1996) 
und wurde vorab von der Ethik-Kommission der medizinischen Fakultät geprüft 
und befürwortet.  
In dieser klinisch-experimentellen Studienarbeit wurden Patienten einge-
schlossen, die sich zur Demenzabklärung in der Gedächtnisambulanz der 
Psychiatrischen und Psychotherapeutischen Klinik des Universitätsklinikums 
Erlangen-Nürnberg befanden. Alle rekrutierten Patienten erhielten eine 
Aufklärung, eine Einwilligungserklärung und einen Anamnesebogen, um 
Erkrankungen und Medikamente, die Einfluss auf die Messergebnisse haben 
könnten, zu erfassen. 
 
4.2 Demenzdiagnostik und Erfassung von Untersuchungsergebnissen 
Im Rahmen der Demenzdiagnostik wurde bei den Patienten eigen- und 
fremdanamnestisch die Orientierung, das Gedächtnis, Alltagseinschränkungen 
sowie Verhaltensänderungen erhoben und eine klinische Untersuchung 
durchgeführt. Eine neuropsychologische Testung mittels CERAD-Testbatterie 
(Consortium to Establish a Registry for Alzheimer`s Disease) diente der 
differenzierten Erfassung von kognitiven Fähigkeiten. Die Testbatterie beinhaltet 
unter anderem den Mini-Mental-Status-Test (MMST), die Wortflüssigkeit, das 
Lernen sowie das Wiedergeben und Wiedererkennen einer Wortliste. Der MMST 
spielte im Weiteren zur Verlaufskontrolle eine wichtige Rolle.  
Es folgte eine Liquorpunktion für die Messung der etablierten Demenzbiomarker 
Aβ1-40, Aβ1-42, Aβ-Ratio, Gesamt-Tau sowie pTau. Zeitgleich erfolgten 
Blutentnahmen zur Bestimmung der Leukozyten und CRP für Zeichen eines 
entzündlichen Geschehens sowie des Albuminquotienten zum Ausschluss einer 
Permeabilitätsstörung der Blut-Hirn-Schranke. Die Blut- und Liquorproben 
wurden innerhalb von zwei Stunden im hausinternen Labor verarbeitet, um 
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valide Messergebnisse zu erhalten.  
Im Rahmen der Gedächtnisabklärung erfolgte zudem eine Bildgebung aus cMRT 
und SPECT sowie ein EEG und eine Dopplersonografie. Eine hippocampale 
Volumenminderung im cMRT und eine temporoparietale Minderperfusion im 
SPECT wurden als typisch für eine Alzheimer-Demenz gewertet. Das EEG und die 
Dopplersonografie waren vor allem zum Ausschluss anderer Differential-
diagnosen (unter anderem Arteriosklerose, Tumoren, Entzündungen) von 
Bedeutung. 
Die gesammelten Daten aus Anamnesebogen, Liquorpunktion, Blutwerten, 
Bildgebung und psychologischer Testung wurden anonymisiert zusammen-
getragen. Liquor- und Serumproben wurden in einer Biodatenbank asserviert. 
 
4.3 Einteilungskriterien 
Die Einschlusskriterien bezogen sich auf die neuesten veröffentlichten 
Forschungskriterien und sind im Folgenden im Detail aufgeführt (Albert et al., 
2011, McKhann et al., 2011): 
     1. Kriterium: Klinische Symptome (Alltagsaufgaben, Orientierung,  
   Denkvermögen, Merkfähigkeit, Verhaltensänderungen;  
   erfasst durch Anamnese und CERAD-Testbatterie) 
     2. Kriterium: Liquor-Demenzlabor (Aβ1-42, Aβ1-40, Aβ-Ratio, Gesamt-Tau, 
   pTau) 
     3. Kriterium:  Zusammenschau mit der Bildgebung (cMRT, SPECT,  
   Dopplersonografie, EEG) und Verlaufskontrolle durch  
   MMST 
Für die Einteilung in die Gruppe „Alzheimer-Demenz AD“ waren klinisch und über 
die CERAD-Batterie beobachtete, überdurchschnittliche Defizite in der Kognition, 
im Gedächtnis, Denkvermögen, der Orientierung sowie in der Alltagsbewältigung 
ausschlaggebend. Der MMST lag unterhalb des Grenzwertes von 26 Punkten. 
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Ergänzend hierzu lag im Demenzlabor Aβ1-42 unter dem Grenzwert von 600 pg/ml 
und/oder Aβ-Ratio unter 0,05 sowie pTau über dem Grenzwert von 60 pg/ml 
(vgl. Tab. 2). In den neuesten Forschungskriterien entspricht dies der Gruppe 
„wahrscheinliche Demenz bei Alzheimer-Krankheit“ (Albert et al., 2011, 
McKhann et al., 2011). Aufgrund des kleinen Kollektivs wurde auf eine weitere 
Einteilung in eine „mögliche Demenz bei Alzheimer-Krankheit“ verzichtet und zur 
Messsicherheit nur Fälle mit eindeutigen Einteilungskriterien eingeschlossen 
(Albert et al., 2011, McKhann et al., 2011). Die Bildgebung diente überwiegend 
der Ausschlussdiagnostik, wobei eine hippocampale Hirnatrophie im cMRT sowie 
eine temporoparietale Minderperfusion im SPECT als Zeichen einer AD gewertet 
wurden. 
Die klinischen Symptome der „leichten kognitiven Störung LKS“ entsprachen den 
Symptomen der Alzheimer-Demenz, jedoch ohne Beeinträchtigung im Alltag und 
nur eine kognitive Domäne betreffend, Gedächtnis oder Denkvermögen (Dilling 
et al., 2013). Im MMST lagen die Werte zwischen 25 Punkten und 28 Punkten, 
wobei die Ergebnisse der CERAD-Batterie ausschlaggebend für die Einteilung in 
die Gruppe LKS waren. Patienten mit leichter kognitiver Störung wurden anhand 
der Liquorparameter in zwei Gruppen unterteilt. Die Gruppe „LKS-AD“ entsprach 
„LKS mit AD-Pathologie im Liquor-Demenzlabor“ mit Aβ1-42 unter dem Grenzwert 
von 600 pg/ml und/oder Aβ-Ratio unter 0,05 sowie pTau über dem Grenzwert 
von 60 pg/ml (vgl. Tab. 2). Da in der Gruppe AD nur die Fälle einer 
„wahrscheinlichen Alzheimer-Demenz“ eingeschlossen wurden, wurden auch in 
der Gruppe LKS-AD nur die Fälle mit eindeutigem Liquor-Demenzlabor 
aufgenommen (Albert et al., 2011, McKhann et al., 2011). Alle anderen LKS-Fälle 
mit hiervon abweichenden Liquorparameter-Kombinationen entsprachen „LKS 
ohne AD-Pathologie im Liquor-Demenzlabor“, kurz „LKS-nonAD“. Im cMRT oder 
SPECT lag bei er LKS teilweise eine beginnende, betont temporoparietale 
Hirnvolumenminderung und Minderperfusion vor, teilweise ein altersent-
sprechender Befund. 
Die Kontrollgruppe „nonD“ setzte sich aus Patienten ohne neurodegenerative 
Grunderkrankung zusammen. Diese Patienten litten zu 90% an einer Form der 
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Depression und zu 10% an einer Angststörung. Aufgrund passagerer kognitiver 
Defizite wurde zum Ausschluss eines dementiellen oder entzündlichen 
Geschehens eine Liquorpunktion durchgeführt. Im Demenzlabor lag Aβ1-42 sowie 
Aβ-Ratio oberhalb der entsprechenden Grenzwerte und pTau unterhalb des 
entsprechenden Grenzwertes (vgl. Tab. 2). Der MMST lag oberhalb des 
Grenzwertes von 28 Punkten. Die Liquordiagnostik, die Bildgebung sowie die 
psychologische Testung waren bei diesen Patienten unauffällig. 
Es wurde in allen Gruppen darauf geachtet, dass die Leukozyten ≤ 11.000/µl, 
CRP ≤ 10 mg/l und der Albuminquotient ≤ 12 lagen (Hegen et al., 2016, Shine 
et al., 1981). Dennoch wurde nach ausführlicher Prüfung der Erkrankungs- 
und Medikamentenanamnese ein Patient mit einem Leukozytenwert von  
12,2 mg/l in die Gruppe LKS-AD eingeschlossen, da keine Ursache für die 
geringe Erhöhung gefunden werden konnte. In jeder Gruppe lagen zudem 
jeweils 1-2 Werte des Albuminquotienten zwischen 12 und 16, wobei auch 
hier nach ausführlicher Prüfung keine Ätiologie gefunden wurde. Zudem 
waren die Werte gleichmäßig auf alle Gruppen verteilt. Deshalb, und weil 
altersbedingte Erhöhungen des Albuminquotienten als physiologisch be-
schrieben werden, wurden auch diese Patienten eingeschlossen (Hegen et al., 
2016). 
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Gruppeneinteilung Kriterien 
AD 
- Aβ1-42 < 600 pg/ml und/oder Aβ-Ratio < 0,05 
  pTau > 60 pg/ml 
LKS-AD 
- Aβ1-42 < 600 pg/ml und/oder Aβ-Ratio < 0,05 
  pTau > 60 pg/m 
LKS-nonAD 
- Aβ1-42 > 600 pg/ml und/oder Aβ-Ratio > 0,05 
  pTau < 60 pg/ml 
- Aβ1-42 < 600 pg/ml und/oder Aβ-Ratio < 0,05 
  pTau < 60 pg/ml (Amyloidopathie) 
- Aβ1-42 > 600 pg/ml und/oder Aβ-Ratio > 0,05 
  pTau > 60 pg/ml (Tauopathie) 
nonD 
- Aβ1-42 > 600 pg/ml oder Aβ-Ratio > 0,05 
  pTau< 60 pg/ml 
 
Tabelle 2: Einteilungskriterien nach etablierten Liquor-Demenzbiomarkern. 
Reduziertes Aβ1-42 bzw. Aβ-Ratio in Kombination mit erhöhtem pTau spricht für 
die demenztypischen Gruppen (AD: Alzheimer-Demenz, LKS-AD: leichte kognitive 
Störung mit AD-Pathologie). Nicht-demenztypische Liquor-Pathologie ist in der 
Gruppe LKS-nonAD (leichte kognitive Störung ohne Alzheimer-Demenz-
Pathologie) und nonD (Kontrollgruppe) zu finden. 
 
4.4 Probenaufarbeitung und -aufbewahrung 
Der Liquor wurde innerhalb von 2 Stunden nach der Punktion zentrifugiert 
(1600g, 10 Minuten) und bei –80°C in Aliquots à 250 µl eingefroren. 
EDTA-Plasma sowie Serum wurden 10 Minuten zentrifugiert (1600g), gepoolt, 
aliquotiert (à 0,5 ml) und ebenfalls bei -80°C bis zur weiteren Analyse gelagert.  
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4.5 Bestimmung von GM-CSF 
GM-CSF in Liquor und Serum wurde mittels „MILLIPLEX MAP High Sensitivity 
Immunoassay“ (LUMINEX 100-xMAP Technology, Merck Millipore, Deutschland) 
bestimmt (vgl. Tab. 3).   
MILLIPLEX® MAP basiert auf dem Luminex® xMAP® Prinzip. Dabei wird der Analyt 
durch spezifische, an Mikrospheren gebundene Antikörper immobilisiert und 
durch einen biotinylierten, ebenfalls für den Analyten spezifischen Antikörper 
markiert. Die Detektion erfolgt über ein Phycoerythrin-Streptavidin-Konjugat.  
Die gefrorenen Liquor- und Serumproben wurden aufgetaut, 10 Minuten bei 
1000 xg zentrifugiert und mit 5,0 ml destilliertem Wasser gemischt. Um 
Matrixeffekte zu korrigieren, wurde der GM-CSF-Standard mit einer Assay-Matrix 
versetzt. Das rekombinante GM-CSF wurde in 250 μl destilliertem Wasser 
aufgenommen, um eine 2,000 pg/ml Standardlösung zu erhalten. Von dieser 
Standardlösung erfolgte die Erstellung einer 1:5-Verdünnungsreihe.  
Bei der Durchführung des Immunoassay wurden 200 μl Waschpuffer und 25 μl 
Antikörper in jedem Well vorgelegt. Anschließend wurden 50 μl Standard- oder 
Positivkontrolllösung in die jeweiligen Wells gegeben, zudem 50 μl Assay-Puffer 
zur Hintergrundlösung und 50 μl Matrix zu Hintergrund-, Proben- und 
Positivkontrollen. Es erfolgte die Zugabe von 50 μl Patientenmaterial in die 
jeweiligen Wells. Der Ansatz wurde bei 4°C geschüttelt und nach der Ergänzung 
von 50 μl Antikörper-Lösung eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschlieβend erfolgte das Hinzugeben von Streptavidin-Phycoerythrin (50 μl pro 
Röhrchen) und die 30-minütige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach 
zweimaligem Waschen mit 200 μl Waschpuffer wurden die Proben mit je 100 μl 
„Sheath Fluid“ versetzt. 
 
4.6 Bestimmung von M-CSF 
Für die Messung der M-CSF-Werte wurde der „Duo-Set M-CSF-ELISA“ (R&D-
Systems, Deutschland) verwendet (vgl. Tab. 3). 
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Zunächst erfolgte die Beschichtung der ELISA-Platte mit dem Capture-Antikörper 
1:180 in PBS (Biochrom) bei Raumtemperatur über Nacht. Nach dreimaligem 
Waschen der Platte mit PBS/0,05% Tween 20 Detergens wurden 300 µl Block-
Puffer (PBS/1% BSA) je Well zugegeben und für eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. 
Es folgte das erneute Waschen der Platte und das Auftragen von 100 µl Probe 
bzw. Standard bzw. Blank je Well. Für alle Proben erfolgte ein doppelter Auftrag. 
Die Serumproben wurden zur Reduktion des Matrixeffektes in 1:4 Probenpuffer 
verdünnt, so dass eine finale Konzentration von 20mM Tris-HCl pH 6,2, 2 mM 
EDTA, 100 mM NaCl, 0,5% Triton X-100, 0,25% Tween20, 0,1% SDS, 0,1 mg/ml 8-
Anilino-naphthalen-Sulfonsäure vorlag. Bei Liquorproben war eine 1:2-Verdün-
nung ausreichend. In den Standards und den Blanks wurde phosphatgepufferte 
Salzlösung PBS/1% BSA (bovine serum albumin) statt Serum zugesetzt. Nach zwei 
Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte erneut gewaschen. 
Der biotinylierte Detektions-Antikörper wurde im Verhältnis 1:180 in PBS/1% 
BSA verdünnt und für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
erneutem Waschen erfolgte die Zugabe des Streptavidin-Peroxidase-Komplexes 
1:200 in PBS/1% BSA. Der Substratlösung wurde im Verhältnis 1:1 (5ml Lösung A 
und 5 ml Lösung B) gemischt und 100 µl Substratlösung je Well zugegeben. Die 
Messung des ELISA erfolgte bei 450 nm (Referenz-Wellenlänge 570). 
In Tabelle 3 sind die verwendeten Geräte und Chemikalien aufgelistet. 
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Geräte und  
Verbrauchsmaterialien Hersteller 
 
Pipettenspitzen (0,5µl-1000µl)  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zentrifuge Multifuge 3s Heräus, Hanau, Deutschland 
Zentrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Microplate reader Benchmark BioRad, München, Deutschland 
Vibramax 110 Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Luminex 100 QIAGEN, Venlo, Niederlande 
Luminex SD 100/200 Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland  
ELISA Platten R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
Pipetten Eppendorf, Hamburg/Gilson, Limburg, Deutschland 
Chemikalien Hersteller 
GM-CSF High Sensitivity Assay Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland 
M-CSF DuoSet kit R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
Bovines Serum Albumin Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
PBS Biochrom, Berlin, Deutschland 
Tween20 Roth, Karlsruhe, Deutschland 
2NH2SO4 Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Salzsäure Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
EDTA Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
NaCl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Triton X-100 AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
SDS biomol, Hamburg, Deutschland 
8-Anilino-naphthalen-Sulfonsäure Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
Software Hersteller 
Prism 6 GraphPad, La Jolla, USA 
Microplate manager 5.2 BioRad, München, Deutschland 
Luminex 100 integrated 
Systems 2.1 QIAGEN, Venlo, Niederlande 
 
 
Tabelle 3: Liste Geräte, Chemikalien und Software. 
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4.7 Statistik 
Trotz Verwendung eines High Sensitivity Assay lagen 15 von 38 GM-CSF-Werte 
im Serum und 16 von 38 GM-CSF-Werte im Liquor unterhalb der Nachweisgrenze 
(0,1 pg/ml), betont in der Gruppe AD. Für die weitere statistische Auswertung 
wurden die Werte unterhalb der unteren Nachweisgrenze arbiträr durch Wert 
0,1 pg/ml ersetzt. 
In der Messung des Serum-M-CSF lagen 21 von 38 Werte unterhalb der 
Nachweisgrenze (6,0 pg/ml), ebenfalls betont in der Gruppe AD. Diese wurden 
arbiträr durch den Wert 6,0 pg/ml ersetzt. Zudem lagen 5 von 38 M-CSF-Werte 
im Liquor unterhalb der Nachweisgrenze (3,0 pg/ml), betont in der Gruppe nonD, 
und wurden entsprechend durch 3,0 pg/ml ersetzt. 
Die statistische Auswertung des GM-CSF im Liquor und Serum sowie des M-CSF 
im Liquor erfolgte mittels Anova und „uncorrected Fisher`s test“ (unpaarig, non-
parametrisch). Bei der Messung von Serum-M-CSF wurde aufgrund der Vielzahl 
der Konzentrationen nahe und unterhalb der unteren Nachweisgrenze eine 
dichotome Auswertung angewendet. Mittels Kruskal Wallis Test (non-
parametrisch) wurden die Werte auf die Aussage „Messwerte unterhalb der 
Nachweisgrenze“ und „Messwerte innerhalb des Messbereiches“ hin analysiert.  
Die Korrektur für multiples Testen erfolgte mittels „Dunn`s posttest“. 
Um signifikante Ausreißer zu erfassen, wurde in allen vier Messungen als 
sogenanntes „Outlier“-Verfahren ein Grubbs-Test angewendet, um eine 
Verzerrung der Statistik bei kleinem Gesamtkollektiv zu verhindern. Dies folgte 
zum Ausschluss zweier signifikant erhöhter Werte in der Messung des Serum-
GM-CSF. Einer dieser Werte lag in der Gruppe AD (113,9 pg/ml), der andere Wert 
in der Gruppe nonD (15,8 pg/ml). 
Die Ergebnisse für P< 0,05 wurden als signifikant gewertet. 
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5. ERGEBNISSE 
5.1 Klinisch-demographische Daten, Laborparameter und Liquoranalyse 
Innerhalb eines Zeitraumes von 19 Monaten wurden 178 Patienten rekrutiert, 
die klinischen und psychometrischen Daten sowie Blut- und Liquorparameter 
erfasst und Serum- und Liquorproben asserviert. Das so gewonnene Kollektiv 
bestand aus 31 Patienten mit Alzheimer-Demenz (AD), 12 Patienten mit V.a. 
Alzheimer-Demenz ohne eindeutiger Alzheimer-Demenz-Pathologie im Liquor-
Demenzlabor, 22 Patienten mit leichter kognitiven Störung und vorliegender 
Alzheimer-Demenz-Pathologie im Liquor-Demenzlabor (LKS-AD), 51 Fälle mit 
leichter kognitiver Störung ohne Alzheimer-Demenz-typischer Pathologie im 
Liquor-Demenzlabor (LKS-nonAD), 2 Fälle einer leichten kognitiven Störung 
unklarer Ursache, 6 Fälle unklarer Demenzen, 4 Fälle mit frontotemporalen 
Demenzen, 5 Fälle vaskulärer Demenzen, 2 Fälle mit Lewy-Body-Demenzen und 
43 Fälle ohne neurodegenerative Erkrankungen (nonAD, die mit einer 
passageren kognitiven Auffälligkeit zum Ausschluss einer neurodegenerativen 
Erkrankung punktiert wurden). Unter Beachtung einer ausgewogenen 
Gruppengröße sowie Alters- und Geschlechtsverteilung wurden aus dem 
gesamten Kollektiv nur diejenigen eingeschlossen, die eindeutig die im 
Methodikteil genannten Einschlusskriterien für die vier Gruppen (AD, LKS-AD, 
LKS-nonAD, nonD) erfüllten. 
Hieraus ergab sich schließlich ein endgültiges Kollektiv aus 38 Patienten mit 
jeweils 10 Patienten in den Gruppen AD und LKS-nonAD sowie jeweils 9 
Patienten in LKS-AD und nonD (vgl. Tab. 4). 
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Demografische Daten AD LKS-AD LKS-nonAD nonD 
Anzahl 10 9 10 9 
Geschlecht (w/m) 5/5 5/4 5/5 4/5 
Alter 66,9 ± 6,7 66,3 ± 3,7 65,8 ± 11,0 63,3 ± 7,2 
Psychometrie AD LKS-AD LKS-nonAD nonD 
MMST 19,8 ± 6,0 26,6 ± 1,5 26,3 ± 1,6 29,1 ± 0,8 
Inflammatorische 
Laborparameter AD LKS-AD LKS-nonAD nonD 
Leukozyten x 1000/µl 6,9 ± 1,0 7,4 ± 2,5 7,3 ± 2,8 
6,9 ± 1,8  
CRP mg/l 1,2 ± 0,6 1,4 ± 0,1 5,0 ± 5,7 4,4 ± 3,0 
Blut-Hirnschranken-
Marker AD LKS-AD LKS-nonAD nonD 
Albuminquotient 7,8 ± 3,7 7,2 ± 6,0 8,2 ± 3,6 7,2 ± 5,6 
Liquorparameter AD LKS-AD LKS-nonAD nonD 
Aβ1-42 pg/ml 
 
601,0 ± 
145,5 
666,0 ± 
208,1 
1045,0 ±   
224,3 
1340,5 ± 
401,8 
Aβ-Ratio 0,03 ± 0,04 0,03 ± 0,02 0,09 ± 0,02 0,09 ± 0,02 
pTau181 pg/ml 112,0 ± 15,4 106,0 ± 53,0 34,5 ± 13,9 46,4 ± 13,6 
 
Tabelle 4: Charakteristika des Kollektivs (Mittelwert ± Standardabweichung). AD: 
Alzheimer-Demenz), LKS-AD: leichte kognitive Störung mit Alzheimer-Demenz-
Pathologie im Liquor, LKS-nonAD: leichte kognitive Störung ohne Alzheimer-
Demenz-Pathologie, nonD: Kontrollgruppe.  
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5.2 Messergebnisse von GM-CSF im Serum 
 
*
*
0,4± 0,3
pg/ml 
0,4± 0,5
pg/ml
1,3± 1,5 
pg/ml
2,6± 3,5
pg/ml 
AD 
(n=9)
LKS-AD  
(n= 9)
nonD
(n=8)
LKS-nonAD
(n=10)
 
Abbildung 2: Signifikant reduziertes Serum-GM-CSF (Mittelwert ± Standard-
abweichung, pg/ml) in den Gruppen Alzheimer-Demenz (AD) und leichte kognitive 
Störung mit Alzheimer-Pathologie (LKS-AD) gegenüber der Kontrollgruppe 
(nonD). Signifikanz ٭P< 0,05. 
 
Die Messung des GM-CSF im Liquor und Serum wurde mittels eines High 
Sensitivitiy Immunoassay durchgeführt, um auch GM-CSF-Werte nahe der 
unteren Nachweisgrenze mit höherer Wahrscheinlichkeit erfassen zu können.  
Bei AD und LKS-AD lagen dennoch einige GM-CSF-Werte nahe und unterhalb der 
unteren Nachweisgrenze. Desweiteren wurden zwei signifikant erhöhte Werte 
durch den bereits im Methodikteil genannten Grubbs-Test ausgeschlossen ‒ ein 
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Wert der Gruppe AD (113,9 pg/ml) und ein Wert der Gruppe nonD (15,8 pg/ml). 
Um eine mögliche Ursache für die beiden extremen Erhöhungen des GM-CSF zu 
finden, wurde die Krankenakte über den bereits vorliegenden Eingangsfrage-
bogen hinaus überprüft sowie die Laborwerte und die Bildgebung noch einmal 
analysiert. Hierbei konnte weder in der Bildgebung noch im Labor oder in der 
Medikamenten- und Erkrankungsanamnese eine Auffälligkeit festgestellt 
werden. Die Anzahl der Patienten verringerte sich im Falle des Serum-GM-CSF 
bei AD auf n=9 und bei nonD auf n=8 (vgl. Abb. 2). 
Die statistische Auswertung mittels „ANOVA“ und „uncorrected Fisher`s test“ 
ergab einen signifikanten Unterschied zwischen Serum-GM-CSF der Gruppe AD 
und der Gruppe nonD (P= 0,02) sowie zwischen der Gruppe LKS-AD und der 
Gruppe nonD (P= 0,02) (vgl. Abb. 2).  
Insgesamt lässt sich reduziertes Serum-GM-CSF in der Gruppe der Demenz- 
Pathologie (AD, LKS-AD) im Vergleich zu den Gruppen ohne demenztypische 
Pathologie (LKS-nonD, nonD) erkennen, jedoch ohne Signifikanzniveau zu 
erreichen (vgl. Abb. 2). 
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5.3 Messergebnisse von GM-CSF im Liquor 
 
0,3± 0,4
pg/ml
0,5± 0,5
pg/ml
0,5± 0,6
pg/ml
0,5± 0,3
pg/ml
AD 
(n=10)
LKS-AD 
(n=9)
LKS-nonAD
(n=10)
nonD
(n=9)
 
Abbildung 3: Scatterblot mit GM-CSF im Liquor (pg/ml) in den Gruppen AD, LKS-
AD, LKS-nonAD und nonD (Mittelwert ± Standardabweichung). Es sind keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen erkennbar, lediglich ein Trend 
zu reduziertem GM-CSF in der Gruppe AD verglichen mit den Gruppen LKS-AD, 
LKS-nonAD und nonD. 
 
Um die Konzentration von GM-CSF im Liquor zu bestimmen, wurde im nächsten 
Schritt GM-CSF ebenfalls mit einem High Sensitivity Immunoassay bestimmt. 
Viele GM-CSF-Werte lagen nahe der unteren Nachweisgrenze, vor allem in den 
Gruppen AD, LKS-AD und LKS-nonAD, während in der Gruppe nonD nur zwei 
Werte nahe der unteren Nachweisgrenze lagen (vgl. Abb. 3). Zudem hob sich 
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jeweils ein GM-CSF-Wert in den Gruppen AD, LKS-AD und LKS-nonAD von den 
übrigen Werten ab. Auch hier wurden diese drei GM-CSF-Werte in der 
Patientengeschichte, in der Bildgebung und im Labor auf mögliche Ursachen 
geprüft. Es lagen keine Auffälligkeiten vor. 
Nach der statistischen Auswertung mittels Anova und „uncorrected Fisher`s test" 
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Liquor-GM-CSF der Gruppe 
AD bzw. LKS-AD und der Gruppe nonD (Signifikanz P AD versus nonD= 0,3759; P 
LKS-AD versus nonD= 0,9716).  
Insgesamt zeigte sich eine Tendenz zu reduziertem Liquor-GM-CSF in der Gruppe 
AD gegenüber LKS-AD, LKS-nonAD und nonD, jedoch ohne das Signifikanzniveau 
zu erreichen. 
Es lagen keine erheblichen Auffälligkeiten von GM-CSF im Liquor im Verhältnis zu 
GM-CSF im Serum (Liquor-Serum-Quotient) vor, weshalb auf eine grafische 
Darstellung verzichtet wurde. Lediglich in den Gruppen LKS-nonAD und nonD im 
Serum lagen die Messwerte tendenziell etwas höher verglichen mit den 
Messwerten in den entsprechenden Gruppen im Liquor.  
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5.4 Messergebnisse von M-CSF im Serum  
 
AD              LKS-AD        LKS-nonAD nonD
(n= 10)           (n= 9)             (n= 10)            (n= 9)
6,0 0 
pg/ml
6,0 0
pg/ml
6,0 0
pg/ml
6,2 3,3
pg/ ml
 
Abbildung 4: Serum-M-CSF (pg/ml) bei AD, LKS-AD, LKS-nonAD und nonD 
(Mittelwert ± Standardabweichung). Die meisten Messwerte lagen nahe an oder 
unterhalb der unteren Nachweisgrenze.  
 
Als nächstes wurde der eng verwandte koloniestimulierende Faktor M-CSF im 
Serum und Liquor mittels Duo-Set M-CSF-ELISA von R&D Systems bestimmt.  
Bei der Bestimmung des M-CSF im Serum lagen auffällig viele Messwerte 
unterhalb der Nachweisgrenze. Nur in der Gruppe nonD lagen vereinzelt höhere 
M-CSF-Werte vor (vgl. Abb. 4). 
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Um eine mögliche Ursache hierfür ausfindig zu machen, erfolgte eine 
intensivierte Überprüfung der Krankengeschichte sowie von Laborwerten und 
Bildgebung auf mögliche Einflussfaktoren. Es konnten jedoch keine 
Auffälligkeiten beobachtet werden. 
Bei AD lagen 0%, bei LKS-AD 11,1%, bei LKS-nonAD 10% und bei nonD 55,6% 
oberhalb der Nachweisgrenze. Es war also ein Trend zu reduzierten Messwerten 
in der Gruppe AD verglichen mit der Gruppe nonD erkennbar. 
Aufgrund der Vielzahl der M-CSF-Werte im Serum nahe und unterhalb der 
unteren Nachweisgrenze wurde eine dichotome statistische Auswertung 
durchgeführt. Mittels Kruskal Wallis Test (Anova, non-parametrisch, 
nominalverteilt) wurden die Werte auf die Aussage „Messwerte unterhalb der 
Nachweisgrenze“ sowie „Messwerte innerhalb des Messbereiches“ hin 
analysiert. Im Serum der Gruppe AD zeigte sich gegenüber der Gruppe nonD 
signifikant reduziertes M-CSF (vgl. Abb. 5). Zwischen AD und LKS-nonAD bzw. 
LKS-AD sowie zwischen den beiden LKS-Gruppen untereinander konnten keine 
signifikanten Unterschiede festgestellt werden, lediglich eine Tendenz zu 
höheren Messwerten in den LKS-Gruppen verglichen mit der Gruppe AD. 
 
Die Quotientenbildung zwischen M-CSF und GM-CSF im Serum wurde aufgrund 
der Vielzahl von M-CSF-Werten nahe der unteren Nachweisgrenze als nicht 
sinnvoll betrachtet, so dass schlussendlich darauf verzichtet wurde. 
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Abbildung 5: Serum-M-CSF innerhalb des Messbereiches (grau) und unterhalb der 
unteren Nachweisgrenze (schwarz). Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied 
zwischen der Gruppe der Alzheimer-Demenz (AD) und der Kontrollgruppe (nonD). 
٭≙ P < 0,05. 
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5.5 Messergebnisse von M-CSF im Liquor 
 
8,4± 5,4
pg/ml
9,1± 3,7
pg/ml
8,3± 5,0
pg/ml
8,5± 6,7
pg/ml
AD
(n=10)
LKS-AD 
(n=9)
LKS-nonAD
(n=10)
nonD
(n=9)
 
Abbildung 6: M-CSF im Liquor (pg/ml) in den Gruppen AD, LKS-AD, LKS-nonAD 
und nonD (Mittelwert ± Standardabweichung). Es liegen keine signifikanten 
Unterschiede vor. 
 
Die Messungen von M-CSF im Liquor wurden ebenfalls mit einem Duo-Set M-
CSF-ELISA von R&D Systems durchgeführt.  
Im Liquor waren die M-CSF-Werte im Gegensatz zum Serum gut messbar. Es 
lagen nur vereinzelte Werte nahe der unteren Nachweisgrenze. Jedoch zeigten 
die Werte in allen vier Gruppen eine starke Streuung (vgl. Abb. 6). Es konnten 
nach Überprüfung der Krankengeschichte sowie von Laborwerten und Bild-
- 34 - 
 
gebung keine möglichen Einflussfaktoren für die sich abhebenden Werte v.a. in 
der Gruppe nonD und AD ausfindig gemacht werden. 
Es zeigte sich insgesamt nahezu kein Unterschied der M-CSF-Konzentrationen 
zwischen AD, nonD und den beiden LKS-Gruppen, lediglich die M-CSF-
Konzentration in der Gruppe LKS-AD ist gegenüber den anderen Gruppen 
tendentiell erhöht. Die statistische Auswertung mittels ANOVA und „uncorrected 
Fisher`s test“ ergab keine signifikanten Unterschiede.  
Im Vergleich von M-CSF im Serum und Liquor zeigte sich lediglich eine Tendenz 
zu höherem M-CSF im Liquor in allen Gruppen, ohne jedoch Signifikanz zu 
erreichen. Auf das Aufführen einer Grafik des Liquor-Serum-Quotienten von M-
CSF wurde daher verzichtet. 
 
5.6 Beziehung von Aβ1-42 und pTau zu Serum-GM-CSF und Serum-M-CSF 
Nach dem Nachweis von signifikant reduziertem Serum-GM-CSF und Serum-M-
CSF in der Gruppe AD verglichen mit der Kontrollgruppe nonD (unter Beachtung 
der dichotomen Auswertung bei Seum-M-CSF) wurde M-CSF und GM-CSF im 
Serum und im Liquor in Beziehung zu den bereits etablierten Biomarkern Aβ1-42 
und pTau gestellt. Die statistische Auswertung der Korrelationen zwischen GM-
CSF und M-CSF mit den Liquor-Demenzbiomarkern Aβ1-42 und pTau erfolgte mit 
dem non-parametrischen Spearman-Test. 
Zwischen der Korrelation von Serum-GM-CSF und dem Liquormarker Aβ1-42 war 
keine Signifikanz erkennbar. Es zeigte sich maximal eine Tendenz zu einem 
positiven linearen Zusammenhang, erkennbar durch niedrige GM-CSF-Werte bei 
niedrigem Aβ1-42 (vgl Abb. 7), passend zu den Gruppen mit Alzheimer-Pathologie 
AD und LKS-AD.  
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rs: 0,09
P: 0,71
pg/ml
pg/ml
 
 
Abbildung 7: Korrelation zwischen Serum-GM-CSF und Aβ1-42 im Liquor, ohne 
Signifikanzniveau zu erreichen (Korrelationskoeffizient nach Spearman rs=0,09, 
P>0,05). Es liegt maximal ein Trend zu einem positiven linearen Zusammenhang 
vor. Niedriges GM-CSF spiegelt sich überwiegend in niedrigem Aβ1-42 wider.  
 
Die Korrelation zwischen GM-CSF im Serum und pTau im Liquor ergab ebenfalls 
keine Signifikanz. Es zeigte sich maximal ein Trend zu einem negativen linearen 
Zusammenhang, erkennbar durch niedriges GM-CSF bei erhöhtem pTau (vgl. 
Abb. 8), welches wiederum ein Indikator für die Alzheimer-Demenz darstellt. 
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rs: - 0,19
P:   0,44
pg/ml
pg/ml
 
Abbildung 8: Korrelation zwischen Serum-GM-CSF und dem Liquormarker pTau, 
ohne Signifikanzniveau zu erreichen (Korrelationskoeffizient nach Spearman  
rs= -0,19, P>0,05). Es ist maximal eine Tendenz zu einem negativen linearen 
Zusammenhang zwischen pTau und GM-CSF zu erkennen. Erniedrigte GM-CSF-
Werte stehen erhöhtem p-Tau gegenüber.  
 
  
GM-CSF im Liquor korrelierte nicht mit Aβ1-42 und pTau und es zeigte sich auch 
kein Trend (vgl. Tab. 5). Daher wurde auf die Darstellung der Grafik der 
Korrelation von Aβ1-42 und pTau mit GM-CSF im Liquor verzichtet. 
Bei den M-CSF-Werten war weder im Serum noch im Liquor eine Korrelation zu 
den Liquor-Demenzbiomarkern pTau bzw. Aβ1-42 darstellbar, noch ergaben sich 
Hinweise auf einen Trend (vgl. Tab. 5). Auch hier wurde deshalb keine Grafik auf-
geführt. 
 
 
- 37 - 
 
 
 Aβ1-42 pTau 
GM-CSF Serum 
rs:  0,09 
P :  0,10 
rs: -0,19 
P :  0,44 
GM-CSF Liquor 
rs:  0,15 
P :  0,53 
rs: -0,10 
P :  0,68 
M-CSF Liquor 
rs: -0,41 
P :  0,10 
rs:  0,31 
P :  0,23 
  
Tabelle 5: Korrelationskoeffizent rs und Signifikanz P bei Korrelation GM-CSF und 
M-CSF in Serum und Liquor mit den Liquor-Demenzbiomarkern Aβ1-42 und pTau, 
ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (P<0,05). Auf die Darstellung von Serum-
M-CSF wurde aufgrund der Vielzahl an Messwerten unterhalb des unteren 
Messbereiches verzichtet. 
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6. DISKUSSION 
In der vorliegenden Dissertation wurden die Konzentrationen der kolonie-
stimulierenden Faktoren GM-CSF und M-CSF im Serum und Liquor von Patienten mit 
Alzheimer-Pathologie (AD und LKS-AD) und ohne Alzheimer-Pathologie (LKS-nonAD 
und nonD) verglichen und mit den etablierten Liquor-Demenzbiomarkern Aβ1-42 und 
pTau korreliert. Die mit ELISA-Immunoassay durchgeführten Messungen zeigten eine 
signifikante Reduktion des GM-CSF und M-CSF im Serum der Gruppe AD gegenüber der 
Kontrollgruppe nonD. In der Messung von GM-CSF im Serum zeigte sich zudem eine 
signifikante Reduktion in der Gruppe LKS-AD gegenüber nonD. In den 
Liquormessungen war lediglich GM-CSF in der Gruppe AD im Vergleich zu den Gruppen 
LKS-AD, LKS-nonAD und nonD tendentiell reduziert, ohne das Signifikanzniveau zu 
erreichen.  
Diese Reduktion deckt sich zum Teil mit den Ergebnissen von anderen Studien. So 
wiesen zwei Studien an großen Kollektiven reduzierte koloniestimulierende Faktoren in 
der Gruppe AD nach (Britschgi et al., 2011, Ray et al., 2007). In der einen Studie 
wurden Plasmaproben von 259 Alzheimer-Demenz-Patienten mittels Multiplex 
Microarray ELISA auf 120 bekannte Signalproteine untersucht und bei 18 Proteinen 
Unterschiede zur Kontrollgruppe gefunden ‒ darunter reduziertes M-CSF (Ray et al., 
2007). In einer weiteren Studie konnte in einem Kollektiv aus 78 Alzheimer-Demenz-
Patienten in der Analyse von insgesamt 18 Signalproteinen mittels ELISA reduziertes 
M-CSF im Plasma verglichen mit 118 Kontrollproben bestätigt werden (Britschgi et al., 
2011). Unterstrichen wurden die Messergebnisse durch eine weitere Studie, in der 
immunhistochemisch eine Reduktion von GM-CSF-Rezeptoren im Hippocampus bei 
AD-Patienten nachweisbar war und eine damit verbundene Herunterregulation des 
GM-CSF-Signalweges diskutiert wurde (Ridwan et al., 2012). Ein Vergleich mit dieser 
Studie ist jedoch aufgrund des verschiedenen Studienaufbaus kaum möglich. 
Dagegen wurden in zwei Studien mit kleineren Kollektiven erhöhte 
koloniestimulierende Faktoren gemessen (Laske et al., 2010, Tarkowski et al., 2001). In 
der einen der beiden Studien wurden 50 Alzheimer-Demenz-Patienten mit 35 
Patienten der Kontrollgruppe mittels ELISA verglichen und eine Erhöhung von M-CSF 
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im Plasma nachgewiesen (Laske et al., 2010). In der anderen Studie konnte mittels GM-
CSF-spezifischem ELISA eine signifikante Erhöhung von GM-CSF im Plasma in 20 
Alzheimer-Demenz-Proben gegenüber der Kontrollgruppe mit 15 Proben gemessen 
werden (Tarkowski et al., 2001). Eine Stärke im Studienaufbau dieser beiden Studien 
war die parallele Messung von koloniestimulierenden Faktoren sowohl im Serum als 
auch im Liquor. Im Liquor war in beiden Studien ebenfalls eine Erhöhung nachweisbar, 
auch wenn diese in der Messung von M-CSF nur minimal war (Laske et al., 2010). GM-
CSF hingegen war signifikant erhöht nachweisbar (Tarkowski et al., 2001).   
Ein weiterer Vorteil im Studienaufbau einer dieser Studien war die Berücksichtigung 
der frühen Demenzform LKS, auch wenn diese nicht weiter nach den Liquor-
Demenzmarkern unterteilt wurde (Laske et al., 2010). Hierbei war eine minimale 
Erhöhung des Serum-M-CSF in der Gruppe LKS verglichen mit der Kontrollgruppe 
nachweisbar (Laske et al., 2010). Im Liquor lag sogar eine Reduktion vor (Laske et al., 
2010).   
Obwohl bei letztgenannten Studien die Kollektive kleiner waren, war doch der 
Studienaufbau durch die Bildung von Liquor-Serum-Paaren und der Berücksichtigung 
der Gruppe LKS aussagekräftiger, so dass sich auch die vorliegende Arbeit daran 
orientierte.  
Gründe für die Diskrepanzen in den genannten Studien sind a.e. durch die 
Einteilungskriterien zu erklären. Ein Nachteil aller oben genannten Studien ist die 
fehlende Einteilung nach den neuesten Forschungskriterien und Demenzbiomarkern 
im Liquor (Albert et al., 2011, McKhann et al., 2011). Die Erhebung des Kollektivs 
erfolgte lediglich durch MMST und Klinik. Hierdurch ist die Abgrenzung zwischen den 
einzelnen Kohorten unscharf (z.B. zwischen AD und anderen Demenzformen, früher 
Form der AD oder Pseudodemenzen). Um die Aussagekraft zu erhöhen, wurde in der 
vorliegenden Arbeit eine Einteilung der Vergleichsgruppen nach den aktuellen 
Forschungskriterien vorgenommen unter Berücksichtigung der Demenzbiomarker, 
durch die insbesondere die frühen Stadien der Demenz besser definiert werden (Albert 
et al., 2011, McKhann et al., 2011). Hierdurch ist eine Unterteilung der Gruppe LKS 
möglich ‒ LKS mit Alzheimer-Pathologie im Liquor-Demenzlabor (LKS-AD) und LKS ohne 
Alzheimer-Pathologie (LKS-nonAD). Die Unterteilung ist wichtig, da bereits in der 
- 40 - 
 
frühen Form der AD inflammatorische Prozesse zum Tragen kommen und zur 
frühzeitigen Diagnostik der AD beitragen könnten (Cuello, 2017, Monson et al., 2014, 
Zhang et al., 2013, Choi et al., 2011, Diniz et al., 2010).   
Da in der vorliegenden Arbeit auf exakt definierte Gruppen mit Fällen, in denen sowohl 
die Marker für die Amyloidopathie (Aβ) als auch die für die Neurodegeneration (Tau) 
eindeutig waren, geachtet wurde, mussten ein erhöhter Ausschluss von Patienten und 
Abstriche in der Größe des Kollektivs hingenommen werden.   
Als weitere Ergänzung zu den bereits bestehenden Studien wurde zudem eine 
kombinierte Messung von GM-CSF und M-CSF durchgeführt, um zu prüfen, ob sich 
diese bestätigen und ob sich möglicherweise durch die Bildung von Quotienten eine 
verlässlichere Aussagekraft ergeben könnte, analog der Aβ-Ratio. 
Im Vergleich mit den Studien fiel auf, dass die Konzentrationen der kolonie-
stimulierenden Faktoren in der vorliegenden Arbeit in allen Kohorten deutlich 
niedriger lagen (um das 10 bis 100-fache), teilweise nahe oder unterhalb der unteren 
Nachweisgrenze.  
Erkrankungen des immunologischen und hämatologischen Systems sowie 
immunsupprimierende Medikamente konnten als potentielle störende 
Einflussfaktoren ausgeschlossen werden, Entzündungsparameter lagen nicht erhöht 
vor und die Alterseinteilung war ausgeglichen, auch im Vergleich mit den anderen 
Studien (Britschgi et al., 2011, Laske et al., 2010, Tarkowski et al., 2001).  
Ergänzend wurde die Verarbeitungsdauer auf Auffälligkeiten überprüft. Um 
Messungenauigkeiten zu verhindern, wurde auf eine zeitnahe Verarbeitung der Proben 
geachtet. In dieser Arbeit wurden die Proben innerhalb von zwei Stunden 
abgenommen, zentrifugiert und für die weitere Analyse eingefroren. Lediglich in zwei 
weiteren Studien wurde ebenfalls die Verarbeitungsdauer angegeben. In einer Studie 
betrug die Zeit zwischen Abnahme der Proben bis zum Einfrieren 1 h (Britschgi et al., 
2011). In einer weiteren Studie betrug sie 1h 20 min (Laske et al., 2010). In der Studie 
mit der längeren Verarbeitungszeit wurden höhere M-CSF-Konzentrationen gemessen 
als in der Studie mit der kürzeren Verarbeitungszeit (Britschgi et al., 2011, Laske et al., 
2010). Aus diesen Daten ist mit Zunahme der Verarbeitungsdauer also eher eine 
Erhöhung der Konzentration der koloniestimulierenden Faktoren zu erkennen als eine 
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Reduktion ‒ wenn man diese Aussage bei nur zwei vorliegenden Studien überhaupt 
treffen kann. Es gibt keine Studie, die explizit den Verlauf der Konzentrationen der 
koloniestimulierenden Faktoren mit Zunahme der Verarbeitungszeit untersucht hat 
und belegen kann, dass bei einer Verarbeitungszeit von 2 h die Konzentration von 
koloniestimulierenden Faktoren deutlich reduziert ist und nahe und unterhalb der 
unteren Nachweisgrenze liegt. In der Zusammenschau ergab sich somit kein Hinweis, 
dass die Verarbeitungszeit von 2 h auschlaggebend für die Konzentrationen nahe und 
unterhalb der unteren Nachweisgrenze ist.  
Zur Einordnung der niedrigen Konzentrationen in dieser Arbeit wurde desweiteren der 
Vergleich zu Studien gezogen, die koloniestimulierende Faktoren in nicht-
neurodegenerativen Erkrankungen untersucht haben. Hierbei fielen überwiegend 
Studien mit erhöhten koloniestimulierenden Faktoren im Vergleich zur Kontrollgruppe 
auf. So konnte z.B. ein um mindestens das 10-fach erhöhtes M-CSF bzw. GM-CSF u.a. 
im Plasma von Patienten mit Endometriumkarzinom, Schlaganfall oder kolorektalem 
Karzinom nachgewiesen werden, um nur einige zu nennen (Navarro-Sobrino et al., 
2009, Demirci et al., 2009, Kacinski et al., 1990). Es exisitierten jedoch kaum Studien, 
die reduzierte koloniestimulierende Faktoren nachweisen konnten, wie reduziertes 
GM-CSF bei chronischer oder invasiver Pilzerkrankung mit vorliegender Genmutation 
und bei Vitiligo (Alves de Medeiros et al., 2016, Abdellatif et al., 2015). Da bei einer 
Vielzahl von Erkrankungen außerhalb der Neurodegeneration erhöhte Konzen-
trationen von koloniestimulierenden Faktoren beschrieben werden, würden bei 
Komorbiditäten (die zum Zeitpunkt der Erhebung des Ananmnesebogens unbekannt 
waren) eher deutlich höhere Konzentrationen von koloniestimulierenden Faktoren 
erwartet werden und nicht Werte unterhalb der unteren Nachweisgrenze. Tatsächlich 
belegen lässt sich dies aber letztendlich nicht.   
Da selbst in der Kontrollgruppe in dieser Dissertation die Konzentration der 
koloniestimulierenden Faktoren mindestens um das 6-fache niedriger waren als in 
vergleichbaren Studien, wurde zuletzt noch das verwendete Messverfahren überprüft 
(Abdellatif et al., 2015, Navarro-Sobrino et al., 2009, Britschgi et al., 2011, Laske et al., 
2010, Demirci et al., 2009, Tarkowski et al., 2001, Kacinski et al., 1990). Der 
verwendete ELISA gilt als anerkannte und zuverlässige Methode und wird in einer 
Vielzahl von Studien für die Messung von koloniestimulierende Faktoren angewendet. 
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Hier konnten Messwerte deutlich oberhalb der unteren Nachweisgrenze nachgewiesen 
werden (Britschgi et al., 2011, Laske et al., 2010, Navarro-Sobrino et al., 2009, Demirci 
et al., 2009). Aufgrund der hohen Sensitivität gegenüber den einzelnen 
koloniestimulierenden Faktoren nach den Empfehlungen der Hersteller Merck 
Millipore (Deutschland) und R&D Systems (USA) entschied man sich in der 
vorliegenden Arbeit bewusst für den Luminex MILLIPLEX MAP High Sensitivity 
Immunoassay für GM-CSF und den R&D-Systems Duo-Set Immunoassay für M-CSF. 
Hinweise auf mögliche herstellerspezifische Störfaktoren unter Verwendung dieser 
Immunoassays wurden bei den Herstellern selber nicht gefunden. Auch in Studien, die 
genau die Immunoassays dieser Arbeit verwendet haben, jedoch andere Marker 
untersucht haben (z.B. IL-1β, TNF mittels MILLIPLEX MAP High Sensitivity 
Immunoassay; Adiponectin, IFN-γ, Chemokine mittels Duo-Set), wurden keine Werte 
unterhalb der Nachweisgrenze beschrieben (Yang et al., 2016, Lausten-Thomsen et al., 
2015, Chung und Lim, 2014, Vijayaraghava und Radhika, 2014, Ferreira et al., 2010). 
Insgesamt scheint die Wahl des MILLIPLEX MAP High Sensitivity Immunoassay für GM-
CSF und den Duo-Set Immunoassay für M-CSF nicht ausschlaggebend für die niedrigen 
Messwerte mit Werten nahe und unterhalb der unteren Nachweisgrenze zu sein.   
Nach Betrachtung der aktuellen Studien und der Qualität der eigenen Analytik kann 
schlussendlich von einer tatsächlichen Reduktion der koloniestimulierenden Faktoren 
in der Alzheimer-Demenz ausgegangen werden. Möglicherweise ist die exakt definierte 
Gruppeneinteilung für die niedrigen Messwerte verantwortlich, was jedoch bei Fehlen 
von Vergleichsstudien mit gleichem Studienaufbau nicht belegt werden kann. 
Durch die Einteilung in die Gruppe der manifesten AD und der LKS-AD als frühe Form 
der AD konnte die Eignung als peripherer Biomarker bereits in der frühen Phase der AD 
beurteilt werden. Zudem waren durch die Hinzunahme der Gruppe LKS-AD und LKS-
nonAD präzisere Aussagen über die Trennschärfe zwischen den einzelnen Gruppen 
durch die koloniestimulierenden Faktoren möglich ‒ eine wichtige Voraussetzung für 
einen neuen Biomarker. Zwischen den Gruppen AD und nonD wurde sowohl durch 
Serum-GM-CSF als auch Serum-M-CSF (jedoch unter Beachtung der dichotomen 
Auswertung bei Messungen unterhalb und nahe der unteren Nachweisgrenze) 
Signifikanz erreicht sowie zwischen den Gruppen LKS-AD als frühe Form der AD und 
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nonD durch Serum-GM-CSF. Jedoch konnten weder durch GM-CSF noch durch M-CSF 
die frühe Form der AD von der manifesten Form der AD sowie die einzelnen LKS-
Gruppen untereinander abgegrenzt werden (LKS-AD und LKS-nonAD). Auch durch die 
Bildung eines Quotienten zwischen GM-CSF und M-CSF (analog zu Aβ-Ratio) konnten 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen erzielt werden.   
Desweiteren unterstrich die Korrelation von GM-CSF und M-CSF der Gruppe AD mit 
Aβ1-42 und pTau, dass koloniestimulierende Faktoren der Qualität der bereits 
etablierten Liquor-Demenzbiomarker nicht überlegen sind. Es gab bestenfalls Hinweise 
auf einen positiven linearen Zusammenhang zwischen Serum-GM-CSF und Aβ1-42 im 
Liquor. Dies ist durch erniedrigtes GM-CSF bei erniedrigtem Aβ1-42 erkennbar, wobei 
Aβ1-42 ein wichtiges Merkmal der Alzheimer-Demenz darstellt. Zudem bestand ein 
Trend zu einem negativen linearen Zusammenhang zwischen erniedrigtem Serum-GM-
CSF und erhöhtem pTau ‒ ebenfalls kennzeichnend für die Alzheimer-Demenz. Eine 
Signifikanz lag jedoch in beiden Korrelationen nicht vor. In der Korrelation von M-CSF 
mit den bereits etablierten Liquor-Demenzbiomarkern Aβ1-42 und pTau zeichnete sich 
nicht einmal ein Trend ab (unter Berücksichtigung der Anzahl an Werten nahe und 
unterhalb der unteren Nachweisgrenze im Vergleich zur Messung von GM-CSF). 
Lediglich in einer weiteren Studie mit Liquor-Serum-Paaren wurde eine Korrelation 
zwischen den bereits etablierten Liquor-Demenzbiomarkern Aβ1-42 und pTau und 
peripherem M-CSF gebildet (Laske et al., 2010). Hier gab es ebenfalls keinen Hinweis 
auf eine signifikante Korrelation (Laske et al., 2010).  
Insgesamt kam Serum-GM-CSF dem Ziel, die AD bereits in ihrer frühen Form zu 
erkennen, zwar näher, dennoch erscheint dieser als neuer peripherer Marker der 
frühen AD uninteressant.  
In einer Vielzahl von Studien wird eine Veränderung von Cytokinen in der Pathogenese 
der AD sowohl im Serum als auch im Liquor beschrieben (Zheng et al., 2016, Brosseron 
et al., 2014, Gate et al., 2010, Lee et al., 2009, Jücker und Heppner, 2008, Simard et al., 
2006, Mezey et al., 2000, Singh und Guthikonda, 1997). Durch die Bildung von Liquor-
Serum-Paaren konnte auch in der vorliegenden Arbeit das Verhalten von kolonie-
stimulierenden Faktoren in der AD sowohl im Serum als auch im Liquor beurteilt 
werden. Neben der signifikanten Reduktion der koloniestimulierenden Faktoren im 
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Serum (GM-CSF und M-CSF im Serum der Gruppe AD gegenüber der Kontrollgruppe 
nonD sowie Serum-GM-CSF in der Gruppe LKS-AD gegenüber nonD) zeigte sich in den 
Liquormessungen ein Trend zu reduziertem GM-CSF in der Gruppe AD verglichen mit 
den Gruppen LKS-AD, LKS-nonAD und nonD, ohne jedoch Signifikanzniveau zu 
erreichen. Dies deutet auf eine Beteiligung von koloniestimulierenden Faktoren in 
inflammatorischen Prozessen der AD in der Peripherie hin.  
In zwei der vergleichbaren Studien wurden ebenfalls Liquor-Serum-Paare gebildet, 
wobei in einer dieser beiden Studien sowohl in der Messung von GM-CSF im Serum als 
auch im Liquor Signifikanzniveau zwischen der Gruppe AD und nonD erreicht werden 
konnte (Laske et al., 2010, Tarkowski et al., 2001). Daraufhin wurde ein systemisches 
Zusammenspiel von GM-CSF zwischen den Komponenten diskutiert, konnte jedoch 
abschließend nicht belegt werden, da kein spezifisches Transportsystem für GM-CSF 
gefunden und eine lokale Produktion im ZNS nicht ausgeschlossen werden konnte 
(Tarkowski et al., 2001, Blennow et al., 1991).   
In der Zusammenschau zeigen koloniestimulierende Faktoren eine Relevanz in 
immunologischen Prozessen außerhalb des ZNS, während Veränderungen im Liquor 
bei insgesamt uneinheitlichen Messergebnissen noch schwer zu beurteilen sind.  
 
Betrachtet man zuletzt die übergeordnete Funktion von koloniestimulierenden 
Faktoren in der Stammzellproliferation mit Differenzierung der monozytären Zellreihe 
würde man als Folge reduzierter koloniestimulierender Faktoren auch eine Reduktion 
von Stammzellen und damit verbundenen Signalwegen erwarten (Kelso et al., 2015, 
Krüger et al., 2007, Schäbitz et al., 2007, Buschmann et al., 2003, Cho et al., 2003, 
Murphy et al., 2000, Hu und Yasui, 1997, Dickson et al.,1993, Mattiace et al., 1990, 
Morstyn et al., 1981). Passend hierzu konnten in ersten Studien verminderte 
hämatopoetische Stammzellfaktoren und auch Stammzellen im Serum bzw. Liquor von 
Alzheimer-Demenz-Patienten nachgewiesen werden (Laske et al., 2011, Laske et al., 
2008, Maler et al., 2006, Mezey et al., 2000). Ein Zusammenhang zwischen der 
reduzierten Konzentration von koloniestimulierenden Faktoren und der reduzierten 
Konzentration von Stammzellen mit einem insgesamt geringeren Regenerations-
potential in der AD wäre denkbar.  
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Sollte es tatsächlich einen direkten Zusammenhang zwischen der Konzentration von 
koloniestimulierenden Faktoren und der Konzentration von Stammzellen in der AD 
geben, stellt sich die Frage, ob nicht eine Kombination aus diesen immunologischen 
Parametern als Biomarker eine höhere Trennschärfe zwischen den Gruppen erzielen 
könnte. In weiterführenden, kombinierten Studien könnte ein auf Stammzellen 
beruhender und zellbasierter Ansatz verfolgt werden, um zu prüfen, ob z.B. im 
Rahmen einer geringeren Stammzellliberation Auswirkungen stattfinden und sich in 
einer veränderten Verteilung der einzelnen Zelltypen widerspiegelt. Möglicherweise 
kann dann in Zukunft eine periphere, blutbasierte Diagnostik in Betracht gezogen 
werden, die die frühe Form der Alzheimer-Demenz idealerweise in der präklinischen 
Phase erkennt und eine präzise Abgrenzung zu anderen Demenzformen ermöglicht. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 
Abb.   Abbildung 
Aβ   Amyloid-β-Protein  
AD   Alzheimer-Demenz 
a.e.   am ehesten 
APP   Amyloid Precursor Protein 
BSA   bovine serum albumin 
CERAD   Consortium to Establish a Registry for Alzheimer`s Disease 
CRP   C-reaktives Protein 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EEG Elektroenzephalografie 
ELISA   Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
et al.    et alii= und andere 
GM-CSF  Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor 
h   Stunde 
HCl   Salzsäure 
ICD   International Statistical Classification of Diseases and Related 
   Health Problems 
IFN-γ   Interferon-γ 
IL-1β   Interleukin-1β  
IWG   International Working Group 
LKS   leichte kognitive Störung 
LKS-AD  leichte kognitive Störung mit Alzheimer-Pathologie in der  
   Liquordiagnostik 
LKS-nonAD  leichte kognitive Störung ohne Alzheimer-Pathologie im  
   Liquor 
M-CSF   Makrophagen-koloniestimulierender Faktor 
min   Minute 
ml   Milliliter 
mM   Millimol 
MMST   Mini-Mental-Status-Test 
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MRT/cMRT  Magnetresonanztomographie/craniale Magnetresonanz- 
   tomographie 
µl   Mikroliter 
NaCl   Kochsalzlösung 
NIA-AA  National Institute on Aging und der Alzheimer's Association 
n   Anzahl 
nm   Nanometer 
nonD   Kontrollgruppe, Patienten ohne neurodegenerative  
   Erkrankung  
P   Signifikanz 
PBS   Phosphatgepufferte Salzlösung 
pg   Pikogramm 
pTau/ pTau181 phosphoryliertes Tau-Protein an Stelle 181 
rs   Korrelationskoeffizient nach Spearman 
sAPP   sezerniertes Amyloid-Precursor-Protein 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
SPECT Einzelphotonen-Emissionscomputertomografie (kurz SPECT; 
single photon emission computed tomography) 
Tab. Tabelle 
TGF-β Transforming Growth Factor-β,  
 Transformierender Wachstumsfaktor-β 
TNF-α   Tumornekrosefaktor-α 
Tris   Puffersystem Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  
u.a.   unter anderem 
V.a.   Verdacht auf 
v.a.   vor allem 
Vgl./ vgl.  Vergleich/ vergleiche 
z.B.   zum Beispiel 
ZNS   Zentrales Nervensystem 
2NH2SO4  2- normale Schwefelsäure 
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